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内 容 摘 要 
 
内 容 摘 要 
 
研究当归补血汤加味方(RRP)对糖尿病大鼠视网膜病变的防治作用及机制。采用 28 周
2 型自发糖尿病 GK 大鼠，RRP 干预治疗 12 周，另设同周龄 Wistar 大鼠作为对照组。观察
大鼠糖尿病大鼠视网膜组织对伊凡氏蓝（EB）的通透性、视网膜血管无细胞血管、白细胞
粘附、视网膜组织转录因子 NF-κB 表达和相关炎症因子（IL-1β、IL-6、TNFα、MCP-1、
ICAM-1、VCAM-1）的基因表达情况；并且采用 STZ 诱导 3 周的 SD 大鼠糖尿病模型，观
察其视网膜对荧光标记的牛血清白蛋白的渗透性及其相关蛋白（VEGF、occludin）表达及
RRP 合并干预 3 周的影响；体外检测高糖培养的血管内皮细胞相关炎症因子基因表达以及
细胞迁移和增殖情况。结果发现糖尿病大鼠视网膜通透性明显增高、无细胞毛细血管增多、
血管内白细胞粘附增多、NF-kb 活性明显升高和相关细胞因子基因表达明显升高，而 RRP






















Diabetic retinopathy (DR), the leading cause of blindness in adults, is one of the 
most common diabetes complications. Leukocyte adhesion, increased vascular 
permeability, and acellular capillary formation are predominant pathogenic 
components in the development of DR, in which inflammation has been implicated 
play important roles. Dang Gui Bu Xue Tang (DBT), an aqueous extract of Radix 
Astragali and Radix Angelica sinensis, is a classical prescription in Traditional 
Chinese Medicine in treating inflammation and ischemic diseases. Here we 
investigated the effects of a modified recipe of DBT, with addition of Panax 
notoginseng, in treating diabetic retinopathy. An aqueous extract of Radix Astragali, 
Radix Angelica sinensis and Panax notoginseng (RRP) was given to Goto-Kakizaki 
(GK) rats for 12 weeks and Streptozotocin-induced Sprague-Dawley (SD) rats for 3 
weeks. Leukostasis was determined by counting the number of fluorescently labeled 
leukocytes inside retinal vasculature. Expression of retinal inflammatory biomarkers 
was assessed by Real-time qPCR, western blot and ELISA assay. Vascular leakage 
was measured by Evans Blue Dye method and fluorescein isothiocyanate-labelled 
albumin. Acellular capillaries were examined by trypsin digestion assays. We found 
that RRP reduced leukostasis, numbers of acellular capillaries, and vascular leakage 
compared to diabetic control rats. We also found that RRP decreased the expression 
of inflammatory factors including IL-1β, IL-6, TNF-α, NF-κB, MCP-1, ICAM-1 or 
VCAM-1 in the retinas of GK rats, and reversed high glucose-induced inhibition of 
endothelial cell migration and proliferation in vitro. We conclude that RRP has a 
potent effect in preventing the pathogenesis and/or progression of diabetic 
retinopathy, thus may server as a promising non-toxic prevention and/or therapeutic 
approach for diabetic retinopathy. 
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糖尿病患者的 25 倍，其发生率与其病程明显相关。DR 致盲的直接原因是玻璃体出血，其
它还有黄斑区大的脂质板块和牵拉性视网膜脱离等，而引起视力轻、中度损害的主要原因是
黄斑部水肿和新生血管形成、毛细血管闭塞等。其临床分期为非增殖型（单纯型）DR 和增
殖型 DR。单纯型 DR 又分为：I 期有微动脉瘤或并有小出血点；II 期有黄白色“硬性渗出”





(iii)蛋白激酶 C 激活； (iv) 己糖胺途径的激活[1]。这些损害均可导致氧化应激[2-4]炎症反
应以及血管功能紊乱，并可最终导致血管渗透性增强、血管闭塞和局部缺血。 
大量的临床观察研究显示在 DR 患者的循环及视网膜局部组织当中均检测到其炎症因




















chemoattractant protein-1，MCP-1)和细胞间粘附分子-1（Intercellular adhesion molecule-1，
ICAM-1)起了重要的作用 [12,13]，高血糖可引起血管内皮细胞高表达 MCP-1 和
ICAM-1[14] ，MCP-1 可趋化单核细胞、淋巴细胞等迁移至炎症部位，而 ICAM-1 可以和中




图 1 体循环炎症因子与眼球局部炎症因子 
NF-κB 是一种重要的促炎症基因转录的调节因子，在 DR 中周细胞和血管内皮细胞中
表达增加[15,16]，促进炎症的发生，并可上调细胞内的诱生型一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)表达[17]，引起细胞内活性氧簇（reactive oxygen species，ROS）的增
多，使细胞内的环氧化酶 (cyclooxygenase, COX)水平增加，特别是 COX-2 可以引起前列腺
素和血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）增加[18]，血管通透性增


















终产物抑制剂（氨基胍）、蛋白激酶 C 抑制剂（LY33353）、VEGF 抑制剂、玻璃体内注射糖
皮质激素（曲安奈德）等，上述药物能改善部分症状如黄斑水肿、患者视力，但存在着药物
安全性或副作用等问题，同时它们并不能阻止 DR 的发展[20,21]。抗 VEGF 治疗在非增殖期
DR 当中的效果没有增殖期 DR 理想，DR 患者黄斑水肿在一年期临床观察中超过一半以上
仍然持续存在。而玻璃体内注射甾体类激素能够下调 TNF-α、MCP-1 等多种炎症因子并能























































材 料 与 方 法 
5  
2 材料和方法  
2.1 实验动物 
24 周龄 SPF 级雄性 GK 大鼠 60 只，体重 280-350 克。购自上海斯莱克实验有限公司，
许可证号：SCXK(沪)2007-0005。清洁级雄性 Wistar 大鼠 12 只，购自北京维通利华实验技
术有限公司，许可证号：SCXK(京)2006-0009。分笼饲养，饲养条件保持在室温 18-25℃，








伊凡思蓝(Evan's Blue)，由 Sigma 公司生产； 
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胰蛋白酶，由厦门泰京生物技术有限公司购买，Gibco 生产分装； 
schiff 试剂，由 Sigma 公司生产； 
苏木精，由福州迈新试剂公司购买； 
高碘酸，由由厦门泰京生物技术有限公司购买； 
戊巴比妥钠，由 Solarbio Life Science 公司生产； 






超声波细胞粉碎机：美国 Sonics 公司生产，型号：Vcx 130； 
恒温水浴锅：江苏荣华仪器制造公司生产，型号：HH-W600； 
酶标仪：日本 BIO-RAD 公司生产，型号：680。 
生化培养箱：上海一恒科技有限公司生产，型号：LRH-70F； 
电子天平：美国 Denver 公司生产，型号：TB-214； 
超高速冷冻离心机：美国 Beckman Coulter 公司生产，型号：Optima L-100XP； 
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浓度为 30g/L，超声波震荡 5min 后，用直径 5μm 的过滤器过滤，放 4℃冰箱备用。 
柠檬酸盐缓冲溶液:柠檬酸盐缓冲溶液的配制方法:A 液:称取 21.019 柠檬酸溶于 1000ml
蒸馏水中;B 液:称取 29.419 柠檬酸钠溶于 1000ml 蒸馏水中。工作液:取 9mlA 液和 41mlB 液
加入 450ml 蒸馏水中，调 pH=4.6。 
3%胰蛋白酶消化液(临用时现配):胰蛋白酶 3g+0.0lM PBS（pH=7.4)缓冲液 100ml。 
schiff 试剂:将双蒸水 200ml 煮沸，停火后加入碱性品红 1g 搅拌至染料全溶。待溶液冷
至 50℃，加偏重亚硫酸钾 1g 搅拌溶解后冷至室温 25℃。加 INHCI，充分搅拌，在室温暗
处避光保存 24 小时，溶液呈草绿色，加新鲜活性炭 2g 充分摇荡数分钟。用滤纸过滤，滤过
液应无色或淡绿色，然后入褐色小口瓶置于冰箱 4℃储存。储存期为 1 个月。（冷配法：把 
0.05g 碱性品红研细，溶于含 0.5 ml 浓盐酸的 50 ml 水中，再加入 0.5 g 无水亚硫酸钠，
搅拌后静置，直到红色褪去） 
Mayer 苏木精:苏木精 1g、甲矾 50g、碘酸钠 0.2g、双蒸水 1000ml、水合氯醛 50g、构
椽酸 1g，将苏木精、甲矾及碘酸钠依次加入双蒸水内，略加热搅拌，待全溶后过夜。加水
合氯醛及构椽酸并加热至煮沸 5min，冷却后过滤备用。 
1%高碘酸:高碘酸 1g+蒸馏水 l00ml。 
PBS(0.01M)(pH 7.2-7.6)：1000mL 蒸馏水中加 NaCl 8.0g；Na2HPO4(12H2O) 3.63g；
NaH2PO4(2H2O) 0.24g，KCl 0.2g，混匀。 
1%戊巴比妥钠：1g 戊巴比妥钠溶解于 100mL 生理盐水，混匀。 
DMEM 完全培养基的配制：DMEM 不完全培养基中加入 10%胎牛血清，青霉素和链霉
素（1：100），2mM 谷氨酰胺。 
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蛋白酶抑制剂 Cocktail（50×）：在 1ml 的超纯水中加入一药片的蛋白酶抑制剂。 
磷酸酶抑制剂（10×）：在 1ml 的超纯水中加入一药片的磷酸酶抑制剂。 
细胞裂解液：RIPA 细胞裂解液中分别加入蛋白酶抑制剂 Cocktail、磷酸酶抑制剂和
PMSF。 
30%聚丙烯酰胺：称承 29g 的丙烯酰胺和 1g 的甲双叉丙烯酰胺，有水定容至 100ml，
调节 PH 值小于 7.0，并用滤纸过滤，4℃避光保存。 
10%过硫酸胺：在 1ml 水中溶解 0.1g 的过硫酸胺，4℃保存。 
10%SDS：称取 10gSDS，并用水定容至 100ml。 
4×浓缩胶缓冲液：称取 Tris 6.06g，加入 4ml10%SDS，并用水定容至 100ml，然后用
HCl 调节 PH 至 6.8。 
4×分离胶缓冲液：称取 Tris 18.17g，加入 4ml10%SDS，并用水定容至 100ml，然后用
HCl 调节 PH 至 8.8。 
2×SDS 上样缓冲液：称取溴酚蓝 0.25mg，加入甘油 2ml，10%SDS2ml，4×浓缩胶缓冲
液 2.5ml，β-巯基乙醇 0.5ml，并用水定容至 10ml。 
10×SDS 电泳缓冲液：称取 Tris18.17g，Glycine144g，SDS10g，然后加水定容至 1L。 
5×电转缓冲液：称取 Tris15.15g，Glycine72g，再用水定容至 1L。 
PBS 溶液：称取 NaCl 8g，KCl 0.2g，Na2HPO4 1.42g，KH2PO4 0.27g，加水定容至 1L。 
1×SDS 电泳缓冲液：加入 100ml 的 10×SDS 电泳缓冲液，再加入 900ml 水。 
1×SDS 电转缓冲液：加入 200ml 的 5×电转缓冲液，再加入 200ml 的甲醇和 1ml10%SDS，
加水定容至 1L。 
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MTT 溶液：称取 0.5g 的 MTT 粉末，溶于 100ml 的 PBS 溶液中，过滤除菌之后，小剂
量分装于离心管中，于-20 ℃避光保存。 
分离胶与浓宿胶的制备：表 1。 
表 1 分离胶与浓缩胶的配方 
成份 分离胶 浓缩胶
30%聚丙烯酰胺（ml） 6.68 1.2 
H2O(ml) 8.32 4.8 
4×分离胶缓冲液(ml) 5 -- 
4×浓缩胶缓冲液(ml)  2 
10%过硫酸胺(ul) 112 48 




应用随机数字表法将 60 只 24 周龄的 GK 大鼠随机分为 4 组：模型组、导升明组、中药
低剂量组、中药高剂量组，每组各 15 只。12 只 Wistar 大鼠设为正常对照组。 
应用随机数字表法将 30 只 16 周龄的 SD 大鼠随机分为 3 组：对照组、模型组和 RRP
灌胃组，每组各 10 只。 
2.6.2 给药方法 
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